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Die vorlicgende Erfindung

Faktor a- vermittelte Aktiviti

von Zustdnden,die mit ibermaBiger oder unregelmiBiger TNFa-Produktion zusammenhingen.
Tumor Necrose Faktor (TNF) ist eine Aktivitat, die

\/J D S VAN AN )

Beschreibung

betrifft cin neues Protein mit einem inhibitorischen Effekt gegen Tumor Necrose

durch eine Familie von mindestens zwei Proteinen, a und

B verkbrpert wird, welche cytotoxisch fiir Tumorzellen sind und ihr Wachstum in Kulturen inhibieren (E.
Carswell et. al. "An endotoxin-induced serum factor that causes necrosis of tumours”, Proc. Natl. Acad. Sci. USA,
72, Seite 3666 (1975)} Der Tumor Necrose Faktor a (TNFal) der auch als "Cachectin” bezeichnet wird, wird

hauptsichlich durch Zellen der monocytdren/makrophagen-Zellinie produziert, als Reaktion auf "Stre8”

-Signale,

welche invasive Stimulantien wie Bakterien, Viren, Tumoren und andere Toxine begleiten, TNFB, gewshnlich als
"Lymphotoxin™ bezeichnet, wird hauptsichlich durch Lyphoidzellen produziert. TNFB hat viele Aktivititen,
dhnlich denjenigen von TNFaq, jedoch scheint es weniger wirksam zu sein, obzwar dies das Ergebnis von

Schwierigkeiten bei der Herst

ellung von reinem TNFBsein kann.

TNFa vermittelt und nimmt teil in cinem weiten Bereich von biologischen Aktivitaten [B. Beutler et.al,
"Identity of tumour necrosis factor and the macrophage-secreted factor cachectin”, Nature, 316, Seite 552(1985)},

wobei einige von ihnen mit In

terleukin 1 (IL-1)(]. Le et al, "Tumour necrosis factor and interleukin 1: cytokines

with multiple overlapping biological activities”, Laboratory Invest, 56, Seite 234 (1987)) gemeinsam sind. Erhéhte
Spiegel von TNFa, die beispielsweise durch Tumorzellen induziert sind, k8nnen zu Gewichtsverlust und Kache-

xie fGhren und TNFa wurde

auch als hauptsdchlicher Faktor von endotoxischem Schock (septischer Schock)

angesehen, -vas tddlich sein kann. Andere biologische Wirkungen von TNFa umfassen Hypotension, Fieber
(induziert durch Stimulierung von hypothalamischer Prostaglandin E, (PGE2)-Synthese, Koagulopathie (indu-
ziert durch Stimulierung der vaskuldren Endothelialzellen, welche beispielsweise den Gewebefaktor freisetzen)
und Gewebezerstdrung (induziert beispielsweise durch Stimulierung einer Reihe von Proteinasen, einschlieBlich
Collagenaseproduktion durch Dermalfibroblaste und Synovialzellen) [C. Dinarello et. al. "Tumour necrosis
factor (cachectin)is an endogenous pyrogen and induces production of interleukin 1, J. Exp. Med, 163, Seite 1433
(1986); J. Dayer et. al,, "Cachectin/tumour necrosis factor stimulate collagenase and prostaglandin E; production
by human dermal filbroblasts and synovial cells”, ], Exp. Med., 162, Seite 2163(1985)]

Es besteht daher ein Bedirfnis zur Entwicklung eines Cachectin/TNFa-Inhibitors, der dem endotoxischen *
Schock, Kachexie und den anderen oben beschriebenen schadlichen Wirkungen vorbeugt bzw. sie verhindert. Es
wurde gezeigt, daB die passive Immunisierung von Tieren gegen Cachectin dem Endotoxin-induzierten Tod,
vermittelt durch die TNFa-Antikdrper (B. Beutler et al, Nature, 316, supra] vorbeugen bzw. ihn verhindern

kann.

Es wurde nun ein neues Protein identifiziert, das einen wirksamen inhibitorischen Effekt gegen TNFa-vermit-

telte Aktivititen ohne signifik

ante gleichzeitige [nhibierung der IL-1-vermittelten-Aktivitit besitzt Das Protein

wird im folgenden als Tumor Necrose Faktor a-Inhibitor (TNFa-INH) identifiziert.
So wird gem40 einem Aspekt der Erfindung ein Protein geschaffen, das Tumor Necrose Faktor a-vermittelte

Aktivitidt selektiv inhibiert.
Wie hier verwendet, wird

die selektive Inhibierung, wie durch den erfindungsgemiBen Inhibitor gezeigt, .

identifiziert als die Fahigkeit, TNF-vermittelte Aktivitit zu blockieren, wihrend die Fahigkeit fehlt, andere
Proteine, welche mit dem TNF bestimmte, jedoch nicht alle der biologischen Aktivititen des TNF wie IL-1
gemeinsam haben, zu blockieren.

Vorzugsweise ist der Tumor Necrose Faktor a-Inhibitor gemaB der Erfindung in im wesentlichen homogener
Form, im wesentlichen frei von groBeren Verunreinigungen und/oder im wesentlichen frei von anderem Protein-

material,

Von dem Tumor Necrose Faktor a-Inhibitor gemil der Efﬁndung wurde gefunden, daB er eine oder mehrere
der folgenden Eigenschaften hat:

(a) ein Molekulargewicht

im Bercich von 40 bis 60 kDa, bestimmt durch Molekularsiebchromatographie;

(b) einen isoelektrischen Punkt (pl)im Bereich von 5,5 bis 6,1, bestimmt durch Chromatofokussierung; o
(c) Hemmung der Standard-TNF. Bestimmung verschiedener Cytotoxidzitat fir Murin L929-Zellen, die mit

Actinomycin D behandel

t sind, wiebeschrieben von G. Nedwin et. al, "Effects of interleukin 2, interferon y

and mitogens on the production of tumour necrosis factors and &, J. Immunol, 135, S_eite 2492_(1985). Diese
Hemmung kann durch weitere Zugabe von TNFa iiberwunden werden, was anzeigt, daB die Hemmung-

kompetitiv ist. Der Inhibi
dieser Bestimmung wirks

tor ist auch ein Inhibitor der TNFB-Aktivitat, obzwar die Hemmung von TNFa bei
amer ist als diejenige von TNFA

(d) Hemmung der TNF-induzierten PGE;- Freisetzung aus menschlichen Fibroblasten und Synovialzellen:

(e) Der Inhibitor beeinfly
wie gezeigt wird durch H

Bt stdrend die Bindung von TN Faan U937-Zellen (¢ine monocytische Tumorlinie),
emmung der Bindung von radioaktiv markiertem TNFo{'I-TNFa};

(1) die Spaltung von vorgeformtem INFa : U937-Zellkomplex wird angeregt durch den Inhibitor in einer
. temperaturabhingigen Weise;

(g) der Inhibitor baut TNF durch proteolytische Spaltung nicht ab:

(h) der Inhibitor hemmtn

ichtdie IL-1 Rezeptor-Bindungsaktivitat, z. B. die Bindung von radioaktiv markier-

ter IL-1 ("®1-1L-1a)an die Murin Thymoma-Subzellinie EL4-6.1.

Es wurde gefunden, daB das erfindungsgemiBe Protein, wenn es wetier gereinigt wird, ein Molekulargewicht

von etwa 33 000 Daltons hat,

wie bestimmt durch Matriumdodecysulfatpolyacrylamidgel- Elektrophorese (SDS-

2




PAGE).

Als weiterer oder alternativer Aspekt wird daher ein Frotein geschaffen, das TNFa-vermittelte Aktivitit
selektiv inhibiert,das eine oder mehrere der folgenden Eigenschaften hat:

(a) Ein Molckulargewicht ven ciwa 33 kDa, Sestimmt durch SDS-PAGE;

(b) einen isoelektrischen Punkt (pl)im Bereich von 5.5 bis 6.1, bestimmt durch Chromatofokussierung;

(c) Hemmung der Standard-TNF-Bestimmung von verschicdener Toxizitdt von Murin L929-Zellen, behan-
delt mit Actinomycin D, wie beschricben von G. Nedwin et. al. "Effects of interleukin 2, interferon-y and
mitogens on the production of tumour nrecrosis factors a and . J. Immunol, 135, Seite 2492 (1985). Diese
Hemmung kann durch weitere Zugabe von TNFa iiberwunden werden, was anzeigt, daB die Hemmung
konkurrierend ist. Der [nhibitor ist auch ein Inhibitor der TNFS-Aktivitit, obzwar die Hemmung von TNFa
bei dieser Prifung wirksamer ist als diejenige von TNF;

(d) Hemmung von TNF-induzierter PGE;-Feisetzung aus menschiichen Fibroblasten und Synovialzellen;
(e) der Inhibitor beeinfluBt stérend die Bindung von TNFa an U937-Zellen (eine monocytische Tumorzelli-
nie, wie gezeigt durch die Hemmung der Bindung von radioaktiv markiertem TN Fa('®I-TNFa)}

() die Spaltung eines vorgeformien TNFa : U937-Zellkomplexes wird durch den Inhibitor in temperaturab-
hingiger Weise geldrdert; .

(g) der Inhibitor baut TNF durch proteolytische Spaltung nicht ab;

(h) der Inhibitor hemmt nicht die IL-1-Rezeptor- Bindungsaktivitat, z. B. die Bindung von radioaktiv mar-
kierter IL-1 ('5[-1L-1a)zu der Murin Thymoma-Subzellinie EL4 ~6.1. ‘

Vorzugsweise hat der TNFa-INH gemiB vorliegender Erfindung beide Eigenschaften (a) und (b) und éine
oder mehrere dof Eigenschaften (c) bis (h).

Insbesondere hat der TNFa-INH der vorliegenden Erfindung alle Eigenschaften (a) bis (h).
Das erfindungsgemiBe Protein hat eine aminoterminale Aminosduresequenz folgendermalBen:

Asp-Ser-Val-Cys-Pro-Gln-Gly-Lys-Tyr-lle-His-Pro-GIn-Cys-Asn-Ser-lle

Es wird ferner angenommen, daB die nichsten drei Aminosiuren eine Clycoxylierungsstetle schaffen und da8
die Sequenz sich so fortsetzt:

Asn-Ser-Thr-Lys.

Es sei erwihnt, daB ein TNFa-Inhibitor gemi8 der Erﬁndung eine Aminosiuresequenz umfaBt, im wgsen;itli-
chen entsprechend der Sequenz von nativem TNFa-INH und enthaltend eine aminoterminale Sequenz, die im
wesentlichen mit derjenigen wie oben beschrieben identisch ist. Die Sequenz eines TNFa-Inhibitors gemil der

Erfindung wird demnach identisch sein mit der Sequenz von nativem TNFa-INH oder eine oder mehrere’

Deletionen, Substitutionen, Insertionen, Inversionen oder Additionen allelen Ursprungs oder anderweitig ent-
halten, wobei die sich ergebende Sequenz wenigstens 80% und vorzugsweise 90% Hemologie mit der Sequenz
von nativem TNFa-INH haben wird und im wesentlichen die gleichen biologischen Eigenschaften des Proteins
behalten wird, o

Der TNFa-Inhibitor gemaB der Erfindung hat gezeigt, daB er proteinartig ist, indem er durch Erhitzen in Zeit-
und Temperatur-abhangiger Weise inaktiviert und durch Behandlung mit Trypsin oder Pronase zerstdrt wird.

Der TNFa-INH gemiB der Erfindung hat auch gezeigt, dal er ein Glycoprotein ist, da die Behandlung mit
‘dem Enzym Endoglycvsidase F das Molekulargewicht um 7 bis 8 kDa vermindert.

Gemagd einem weiterch oder alternativen Aspekt der Erfindung wird somit ein TNFa-Inhibitor, wie hier
definiert, geschaffen, der jedoch in im wesentlichen unglycolisiertem Zustand ist.

Dei Inhibitoren gemaB der Erfundung sind von Interesse bei der Behandlung von Zustinden, wo es erwiinscht

ist, die TNFa-Aktivitdt zu hemmen, beispielsweise solche Zustinde, welche von den Wirkungnen der TNF
kommen, wie Gewichtsverlust, Schock, Kachexie und chronische lokale Entzdndungen, rheumatoide Arthritis,
disseminierte (gestreute) intravaskuldre Xoagulation und Nephrilis.
* Gemal cinem weiteren Aspekt der Erfindung wird ein TNFa-Inhibitor, wie hier definiert, oder ein pharma-
zeutisch annehmbares Derivat davon geschaffen, zur Verwendung als aktives therapeutisches Mitte), insbeson-
dere bei der Behandlung von Zustinden, die mit iibermiBiger oder unregelmiBiger TNFa-Produktion verbun-
densind. ‘

Nach cinem weiteren oder alternativen Aspekt der Erfindung wird eine Methode zur Behandlung von
Zustanden, die mit GbermaBiger oder nicht regulierter TNFa-Produktion in einem Sdugetier einschlieBlich des
Menschen verbunden sind, geschalfen, umfassend die Verabreichung einer wirksamen Menge eines TNFa-Inhi-
bitors, wie hier beschrieben, oder eines pharmazeutisch annehmbaren Derivats davon. )

GemaB einem weiteren oder alternativen Aspekt der Erfindung wird auch die Verwendung eines TNFa-Inhi-
bitors, wie hier beschrieben, oder eines pharmazeutisch annehmbaren Derivats davon zur Erzeugung eines
Arzneimittel zur Behandlung von Zustinden, die mit ibermiliger oder nicht regulierter TNFa-Produktion
verbunden sind, vorgesehen. ]

Fur den Fachmann ist ersichtlich, daB dic hier angegebene Bezugnahme auf die Behandlung sich auch auf die
Prophylaxe erstreckt sowie auf die Behandlung von bestehenden Zustinden oder Symptomen.

Es sei ferner erwihnt, daB die Menge an TNFa-Inhibitor gemiB der Erfindung, die zur Verwendung bei der
Behandlung erforderlich ist, nicht nur mit dem Verabreichungsweg variieren wird, sondern auch mit der Natur
des zu behandelnden Zustandes und dem Alter und der Kondition des Patienten und letzten Endes ins Ermessen
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des behandelnden Arztes oder Veterindrs gestellt ist. Im allgemeinen wird jedoch sine gecignete Dosis im
Bereich von etwa 5,0 bis 500 ug per Kilogramm Kdrpergewicht pro Tag liegen, beispielsweise im Bereich von 30
bis 300 pg/kg/Tag, vorzugsweise im Bereich von 50 bis 150 ng/kg/Tag.

Einc gewiinschte Dosis kann zweckmiBig in einer einzigen Dosis gegeben werden oder als verteilte Dosierun-
gen in geeigneten [ntervallen verabreicht werden, beispielsweise in zwei, drei, vier oder mehr Unterdosierungen
pro Tag. -

Wihrend es sein kann, daB zur Verwendun
Rohprotein verabreicht werden kann,
darzubieten.

Die Erfindung betrifft ferner eine pharmazeutische Formulierung, die einen TNFa-Inhibitor, wic hier definiert,
oder ein pharmazeutisch annehmbares Derivat davon umfaBt, zusammen mit einem oder mehreren pharmazeu-
tisch annehmbaren Trigern dafir und gegebenenfalls anderen therapeutischen und/oder prophylaktiscken
Bestandteilen. Der Trager oder die Triger miissen "annehmbar” sein in dem Sinne, daB sie mit den Bestandteilen
der Formulierung vertraglich sind und fir den Empfanger nicht schidlich sind: )

Die erfindungsgemiBen Inhibitoren kédnnen daher zur parenteralen Verabreichung (z. B. durch Injekiion, zum
Beispiel Bolusinjektion oder kontinuierliche Infusion) formuliert sein und k8nnen in Einheitsdosisform in Ampul-
len, vorgefertigten Spritzen, kleinvolumigen Infusionen oder in Multidosisbehltern mit zugesetztem Konservie-
rungsmittel dargeboten werden. Die Zusammensetzungen kannen solche Formen als Suspensionen oder Losun-
gen in walbrigen Trigern annehmen und kdnnen Formulierungsmittel enthalten, wie Suspendier-, Stabilisier-
und/oder Dispergiermittel. Alternativ kann der aktive Bestandteil in Pulverform sein, erhalten durch aseptische
l<nlierung von.sterilem Feststoff oder durch Lyophilisierung aus Ldsung zur Zubereitung mit einem geeigneten
Tridger, z. B. sterilem pyrogenfreiem Wasser vor der Verwendung. ‘

Der TNFa-Inhibitor gemi8 der Erfindung kann auch in Kombination mit anderen therapeutischen Mitteln,
bespielsweise anderen Cytokinen oder Inhibitoren davon, verwendet werden.

. Die Erfindung schalft somit gema8 einem weiteren Aspekt eine Kombination, umfassend einen TNFa-Inhibi-
tor, wie kLier definiert, oder ein pharmazeutisch annehmbares Derivat davon, zusammen mit einem anderen
therapeutisch aktiven Mittel, beispielsweise anderen Cytokinen oder Inhibitoren davon.

Die erfindungsgemaBen Proteine kdnnen hergestellt werden durch Reinigung aus natdrlichen Quellen und,
falls gecignet, anschlieBende chemische Modifizierung, oder sie kdnnen hergestellt werden durch bekannte
Ubliche Mcthoden zur Herstellung von Proteinen, beispielsweise durch rekombinante DNA-Techniken. .

GemiB einem weiteren Aspekt der Erfindung wird ein Verfahren zur Herstellung des Tumor Necrose Faktor
a-Inhibitors gemaB der Erfindung durch Reinigung aus natirlichen Quellen, besonders Urin von menschlichen
Fieberpatienten, geschaifen. Eine solche Reinigung umfaBt beispielsweise Schritte des Konzentrierens des rohen
Urins von menschlichen Fieberpatienten, Ausfallen des rohen TNFa-INH aus dem Urin und Fraktionieren des
TNFa-INH aus den anderen Proteinen dieses Niederschlags durch cine oder mehrere MaBnahmen, beispiels-
weise. lonenaustauschsiulenchromatographie, Gelfiltrationchromatographie, Hydrophobizititschrcmatogra-
phie, Inmunoabsorptions- und Affinitdtschromatographie auf immobilisiertem TNFa.

Der Tumor Necrose Faktora-Inhibitor gemaB der Erfindung ist auch erhaltlich aus menschhlichem makro-
phagenhaltigem Gewebe, beispielsweise Lungenspilungen und Extrakten von menschlicher Leber, woraus er
durch Standardreinigungsstechniken wie die oben beschriebenen, erhalten werden kann.

Natdrlicher und rekombinanter TNFa-INH, hergestellt gemag den hier beschriebenen Verfahren, kann durch
eine Reihe von Schritten, wie oben erwihnt, gereinigt werden. Nach jedem der Reinigungsschritte kann die
Anwesenheit und Reinheit des TNFa-INH in einem Test auf Cytotoxizitit in Anwesenheit von Actinomycin D
(Acti D) unter Verwendung einer TNF-empfindlichen Zellinie L929 gemessen werden, wie von G. Nedwin et. al,
J. Immunol,, 135, loc. cit, beschrieben.

Bei ciner bevorzugten AusfGhrungsform des Verfahrens wird der TNFa-INH zunachst aus unbehandeltem
Urin isoliert werden, der von menschlichen Fieberpatienten (> 38,5°C), frei von Urininfektionen unter Verwen-
dung einer Standardkonzentrationstechnik, beispielsweise Ultrafiltration, gesammelt wird. Eine rohe Faktion
kann dann aus dem rohen Urin unter Verwendung von Ammoniumsulfat, beispielsweise durch Zugabe von
Ammoniumsulfat, bis zu einer Konzentration von 80% (Gew./Vol.) bei 4°C unter Rihren ausgefllt werden.
Vorzugsweise kann das Ammoniumsulfat schrittweise zugesetzt werden und das bei niedrigeren Konzentratio-
nen gefillte Material, . B. bei 40% (Gew/Vol), wird verworfen. Das Ammoniumsulfat kann durch Dialyse
enifernt und die entstandene Fraktion gereinigt werden, um den TNFa-INH von anderen Proteinen durch eine
Vielzahl von chromatographischen Methoden abzutrennen.

So kann das TNFa-INH-Konzentrat durch lonenaustauschchromatographie gereinigt werden, wobei Prote-
ine, je nach ihrer Dilferenz in der elektrischen Ladung, abgetrennt werden, was ein Spiegelbild der Siuren-Ba-
seneigenschaften der Proteine ist Geeignete Materialien fir die lonenaustauschchromatographie umfassen
Aminoethylcellulosederivate, beispielsweise quaternire Aminoeethylcellulose (QAE-Cellulose) oder Diethyla-
minoethylcellulose (DEA E-Cellulose), welche in weitem MaBe im Handel erhiltlich sind. Die Anlone_naust'ausch-
sdule sollte vor der Anwendung des Konzentrats unter Verwendung eines geeigneten Puffers wie Tris-HC,

g in der Therapie ein TNFa-Inhibitor gema8 der Erfindung als
ist es vorzuziehen, das aktive Protein als pharmazeutische Formulierung

~ gegebenenfalls enthaltend ein Chelatmittel wie EDTA, equilibriert werden: Gebundenes Material kann aus der

Sdule unter Verwendung einer Salzldsung (beispielsweise 0,8 M Natriumclorid, aufgebracht mit dem Equilibrie-
rungspulfer) eluiert werden, o

IZie a¥** _n Fraktionen von der lonenaustauschchromatographie werden vereinigt. Geeignete Materialien
Zur Kationenaustauschchromatographie umfassen Derivate der Cellulose wie Carboxymethyl-(C M)-Celluiose
oder Sulfopropyl Sepharose (Pharmacia, Uppsala, Schweden). Die Sdule sollte mit einem geeigncten Puffer wie
Natriumacetat equilibriert sein und gebundenes Material kann mit dem Equilibrierungspuffer, der beispielsweise
0.5 M Natriumchlorid enthilt, eluiert werden.

__—_—-———_—-—“:—-—1_-‘—




Die vereinigten aktiven Fraktionen werden weiter gercinigt durch Alfinitdtschromatographie auf gebunde-
nem rekombinantem TNFa (thTNFa) gekuppelt an cine gecignete Matrix, beispiclsweise Mini-Leak Agarose
(Kem En Tec, Biotechnology Corp, Danemark). Die S4ule sollte gepuffert sein, unter Verwendung von beispiels-
weise einem Phosphatpuffer {2.B. 0.8 M Kaliumphosphat pH 86). Aktive Gruppen, die nicht an rh TNFq
gebunden sind, soilten blockiert werdex unter Verwendung von Ethanolamin-HC} PH 8,5 Puifer. Die Saule soilte
mit einem geeigneten Puffer, peispielsweise Tris-HCI, gegebenenfalls enthaltend Natriumchlorid, equilibriert
werden und der TNFa-INH wird mit einem saurcn (pH 3,5) Glyzinpuffer eluicrt. Die eluierten Fraktionen sollten
sofort auf pH 7.0 durch Zugabe von beispiclsweise Tris-Basc eingestellt werden.

Die aktiven vereinigten Fraktionen werden vorzugsweise vor dem endgiiltigen Reinigungsschrit: der U:n-
kehrphasen-FPLC (Fast-protein-liquid-Chromatographic) lyophilisiert werden. Vor deren Aufbringung auf die
FPLC-Sdule sollte die lyophilisierte TNFa-INH-Fraktion mit einem gecigneten Puffer wie Trifluoressigsaure
(TFA) (Fulka, Buchs, Schweiz), Heptafluorbuttersdure (HFBA) oder Essigsaure gepulfert werden. Die Elution
des TNFa-INH aus der FPLC-S4ule kann unter Verwendung iiblicher Techniken durchgefiihrt werden, bei-
spielsweise mit einem geeigneten Puffer, wie vorstiehend beschrieben, gegebenenfalls enthaltend einen Alkohol,
beispielsweise N-Propanol. .

Die cluierte Fraktion sollte sofort gepuffert werden, beispielsweise mit Ammoniumbicarbonat und lyophili-
siert werden. Der TNFa-INH ist dann in im wesentlichen homogener Form, gecignet zur weiteren Prifung auf
biologische Aktivitat und zur Herstellung in ciner gecigneten Form zur therapeutischen Verwendung.

Es wird demnach als weiterer oder alternativer Aspckt der Erfindung ein Protein geschaffen, das TNFa-ver-
mittelte Aktivit4t selektiv hemmt, die im wesentlichen identisch ist mit derjenigen, die nach dem obigen Verfah-
ren erhalten wurde. ‘

Die Fahigkeit, den TNFa-INH der vorlicgenden Erfindung bis zur Homogenitdt zu reinigen, hat die Sequen-
zierung des N-terminalen Teils dieses Proteinmolekiis ermdglicht Dicse Sequenz nimmt teil beim Klonen eines

"Gens, das TNFa-INH kodiert, und ermaglicht so dic Produktion von groBen Mcengen von TNFa-INH in reiner
Form zur weiteren bio'ogischen Untersuchung und gegebenenfalls zum therapeutischen Testen und zur Ver-
wendung, : .

Proben von homogenem TNFa-INH gemiB der Erfindung kénnen durch iibliche Techniken sequenziert
werden, beispielsweise unter Verwendung eines handelstblichen automatischen Sequenzers, unter Verwendung
von entweder Ninhydrin- oder Gasphasenermittlung. Die ersten 17 Reste des aminoterminalen Teils ‘des
menschlichen TNFa-INH, wie hier definiert, umfassen dic folgende Sequenz:

Asp-Ser-Val-Cys-Pro-Gln-Gly-Lys-Tyr-lle- His- Pro-Gin-Cys-Asn-Ser-lle ‘
(identifiziert unter Verwendung eines automatischen Scquenzers, Modell 477A von Applied Biosystems).

* Es wird ferner angenommen, daB die nichsten drei Aminosiuren eine Glycoxylierungsstelle schaffen und daB
die Sequenz so fortfihrt:

-

Asn-Ser-Thr-Lys.

Es sei erwihnt, da0 eine gute Methode zur Schaffung groBer Mengen von TNFa-INH in reiner Form durch
rekombinante DNA-Techniken besteht, welche in der Fachwelt gut bekannt sind. Jedoch erfordert die erfolgrei-
che Anwendung solcher Techniken nicht nur, daB der natdriiche und rekombinante TNFa-INH oder seine
Aktivitit genau gemessen werden, sondern auch daB sowohl das natdrliche als auch das rekombinante Produkt
. bis 2ur Homogenitat gereinigt werden kann. '

GemiB einem noch weiteren Aspekt der vorliegenden Eifindung wird ein Verfahren zur Erzeugung eines
Tumor Necrose Faktor- Inhibitors gema8 der Erfindung oder cines Derivats davon geschaffen, durch Expression
einer DNA-Sequenz, die einen solchen Inhibitor in einem geeigneten transformierten Wirt kodiert.

Ein solches Verfahren umfaBt das Zichten eines mit Molekiilen von rekombinanter DNA transformierten
Wirts, umfassend DNA-Sequenzen, die den Inhibitor kodicren, welche in cinen geeigneten Vektor eingeschoben
worden sind.

Geeignete eukaryotische und prokaryotische Wirte kénnien Leispiclsweise sein Stimme von Bakterien, Hefen,
andere Pilze und tierische Zellen (einschlieBlich Insektenzellen) und Pflanzenzellen im Gewebe. Besonders
bevorzugte Wirtszellen sind Hefezellen, E. coli-Zellen und ticrische Zellen.

Die Expression eines Proteins mit Tumor Necrose Faktor-Inhibitor-Aktivitat wird erreicht durch Ziichten der
transformierten Wirtzellen in einem geeigneten Wachstumsmedium. Normalerweise wird ein solches Medium
enthalten eine Quelle filr Stickstoff wie Ammoniumsulfat, cine Quelle fiir Kohlenstoff und Energie wie Glucose
oder Glycerin, Spurenelemente und Faktoren, die fir das Wachstum der besonderen Wirtszellen wesentlich sind.
Die genauen Zichtungsbedingungen werden von dem gewihlten Wert abhingen: so wird beispielsweise im
Falle von E. coli submerse aerobe Fermentation bevorzugt, vorzugsweise bei etwa 37°C.

Zusauzlich kann die Expression induziert werden, beispiclsweise durch Zugabe eines Induziermittels oder
Verwerfung von induzierenden Bedingungen flir das Promotorsystem, das in dem Expressionsvektor verwen-
det wir

In Abhdngigkeit von dein Wirt kann der TNFa-Inhibitor als granulare [nklusionskdrper produziert werden,

welche nach der Zellyse durch Differentialzentrifugicren gewonnen werden kénnen; diese kdnnen durch Gbliche -

Meth den solubilisiert und durch hier beschricbene Mecthoden zur Reinigung des Urin-TNFa-INH gereinigt
werden. Alternativ kann der TNFa-Inhibitor in Lésung in dem Cytosol scin, das in den periplasmischen Raum
a~gegeben oder zweckmiBig in das Kulturmedium abigegeben wird.

Die Wirtszellen werden durch rekombinante DNA-Molckiile transformicrt, wclche eine DNA-Sequenz ent-
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halten, die einen TNFa-Inhibitor kodicren, der in einen Expressionsvektor eingeschoben wurde.

Solche Expressionsvektoren kénnen bestehen aus Segmenten von chromosomalen, nicht-chromosomalen und
synthetischen DNA-Sequenzen wie verschiedene bekannte Derivate von SV-40 und bekannte bakterielle Plas.
mide, heispielsweise "natirliche” Plasmide wie ColE], pSCIOY oder pRSF2124 und Phagen-DNAs oder “kiinstli-
che” Plasmide (in vitro konstruiert) wie pBR322, PMB9 oder pAT153. Die Phagen-DNAs umfassen beispielswei-
se die verschiedenen Derivate von Phagen-A und andere DNA-Phagen, beispielsweise M13, und andere faden-
f8rmige einstrangige DNA-Phagen. Vektoren, die in Hefen verwendbar sind, umfassen das 2 u-Plasmid, und
solche, die in eukaryotischen Zellen wie ticrischen Zellen verwendbar sind, umfassen solche, enthaltend SV.40
Adenovirus und Retrovirus. ’

Solche Expressionsvektoren kénnen auch durch wenigstens eine Expressionskonlrollsequenz charakterisiert
werden, welche wirksam an die TNF-Inhibitor-DNA-Sequenz geknilpft werden kann, so da8 sie dig Expression
der geklonten DNA-Sequenz stevert und reguliert. Beispiele von brauchbaren Expressions-Kontrollsequenzen
umfassen die lac-, trp-, tac- und trc-Systeme, die hauptsichlichen Arbeits- und Promotorregionen des Phageni

(wie der Pr-Promotor unter der Steuerung'des thermolabilen ts cl857-Repressors), die Kontrollregion des fd
Mantel-Proteins, die glycolytischen Promotoren von Hafs {z. B.der Promator fir 3-Phosphogiyceratkinase), die
Promotoren von Hefe, Sdurephosphatase (z. B. Pho 5), die Promotoren von Hefea-mating-Faktoren und Promo-
toren, stammend von Polyoma, Adenovirus, Retrovirus und Affenvirus. '

Zusitzlich kénnen solche Expressionsvektoren ve:schiedene Stellen fir die Insertion von TNFa-Inhibitor-
DNA-Sequenzen gemiB der Erfindung besitzen. Diese Stellen sind durch die spezifische Restriktionsendonu-
clease charakterisiert, welche sie spaitet. Solche Spaltungsstellen werden vom Fachmann gut erkannt. Der
Expressionsvektor und besonders die darin gewaihlte Stelle zur [nsertion eines ausgewdhlten DNA-Fragments
urd seine wirksame Verknipfung un cine Expressionskontrollsequcnz wird durch eine Vielzahl von Faktoren
bestimmt, einschlieBlich der Zahl der Stellen, die fiir ein gegebenes Restriktionsenzym empfindlich sind, die
GréBe des Proteins, das der Expression unterworfen wird, Verunreinigung oder Bindung des der Expression
unterworfenen Proteins durch Wirtszellenproteine, was wihrend der Reinigung schwierig zu entfernen sein
kann, der Ort der Start/Stop-Codone und andere Faktoren, die der Fachmann weiB. So ist die Wahl eines
Vektors und der Insertionsstelle fir eine DNA-Sequenz durch ein Gleichgewicht dieser Faktoren bestimmt,
wobei nicht alle Auswahlkriterien {dr einen bestimmten Fall gleich wirksam sind.

In gleicher Weise werden nicht alle Wirt/Vektor-Kombinationen mit gleicher Stirke bei der Expression der
DNA-Sequenzen gemiB der Erfindung funktionieren. Die Auswahl wird getroffen in Abhingigkeit von eirrer
Vielzahl von Faktoren, einschlieBlich Vertraglichkeit des Wirts und Vektors, Leichtigkeit der Gewinnung des
gewunschten Proteins, der Expressionscharakteristika der DNA-Sequenzen und der Expressionskontrollse-
quenzen, die damit wirksam verkndpft sind, oder irgendwelche notwendige Nach-Expressionsmodifikationen
des gewiinschten Proteins.

Die DNA-Sequenzen der Erfindung, welche bei Expression Proteine mit TN Fa-inhhibiter-Aktivitit kodieren,
kdnnen isoliert werden, indem verschiedene DNA-Kartierungen fdr solche DNA-Sequenzen unter Verwendung
emer Reihe von DNA-Proben gescreent werden. Die DNA-Proben kdnnen aus dem gereinigten natiirlichen
Protein hergestellt werden, das als Quelle der Aminosduresequenzdaten verwendet wird. Das gereinigte natiirli-
che Protein kann beispielsweise aus menschlichem Urin von Fieberpatienten, wie oben beschrieben, hergestelit
werden. Degenerierte DNA-Sequenzen, die verschiedene Teile und Fragmente der Aminosiureseqenz kodie-
ren, z. B. in Kombination mit Lathe-Proben, werden verwendet, um die DNA-Proben zu bestimmen.

So werden verschiedene DNA-Kartierungen auf DNA-Sequenzen, welche die TNFa-Inhibitoren der Erfin-
dung kodieren, ausgewahlt. Solche Kartierungen umfassen chromosomale Genbanken und cDNA- oder DNA-
Kartierungen, hergestellt aus Zelllinicn oder Gewebe, welche nachweislich TNFa-Inhibitoren produzieren, wie
alveolare Makrophagen oder Lebergewebe, Das Screening kann durch direkte Inmunexpression, beispielsweise
in Agtll oder dhnlichen Systemen, oder, im Falle daB eine TNFa-INH-produzierende Zelle identifiziert wird,
durch ldentifizieren der TNFa-INH-spezifischen mRNA durch direkte Expression in Xenopus oocytes, erfolgen.

Eine Vielzahl von Gblichen Cloning- und Selektionstechniken kdnnen verwendet werden, um DNA-Sequen- -

zen zu lokalisieren und zu identifizieren, welche bei Expression in einem geeigneten eukaryotischen oder
prokaryotischen Wirt die TNFa-Inhibitoren gemil der Erfindung kodieren. Diese ausgewshlten DNA-Sequen-
zen kdnnen selbst als Proben verwendet werden, um andere DNA-Sequenzen, die TiiFa-Inhibitoren kodieren,
auszuwdhlen, oder kdnnen in geeigneten rekombinanten DNA-Molekiilen verwendet werden; um geeignete
eukaryotische oder prokaryotische Wirte zur Produktion von TNFa-INH, der durch sie kodiert wird, zu
transformieren.

Die Erfindung umfaBt in ihrem Bereich ein- oder doppelstrangige DNA-Sequenzen, welche TNFa-Inhibitoren
kodicren, solche Sequenzen enthaltende Vektoren, die zur Transformation eines Wirtsorganismus geeignet sind
und Wirtszellen, die mit solchen DNA-Sequenzen transformiert sind. )

GemaB einem weiteren Aspekt der vorliegenden Erfindung wird ein Protein mit selektiver TNFa-Inhibitor-
Aktivitdt geschaifen, das durch Expression eines Wirts, transformiert mit einer DNA-Sequenz, die ein solches
TNFa-Inhibitor-Protein kodiert, erzeugt wird. Die TNF-Inhibitoren der Erfindung, welche durch Expression
einer DNA-Sequenz, die solche Inhibitoren in einem transformierten Wirt kodieren, werden demnach identisch
mit der Sequenz von nativem TNFa-INH sein oder eine oder mehrere Deletionen, Substitutionen, Insertionen,
Inversionen oder Additionen allelen Ursprungs oder anderweitig enthalten, die entstandene Sequenz wird
mindestens 80% und vorzugsweise 30% Homologie mit der Sequenz von nativem TNFa-INH haben upd im
wesentlichen die gleichen biologischen Eigenschaften behalten. Insbesondere kann ein TNF-Inhibitor gemalBder
Erfindung ein N-terminales Methionin umfassen. Auch kann beispielsweise die DNA-Sequenz gemil der
Erfindung, die TNFa-INH kodiert, in einem Expressionsvektor mit einem Teil einer DNA-Sequenz vers'chmol.
zen (integriert) werden, die ein eukaryotisches oder prokaryotisches Polypeptid kodiert, um die Expression von

’
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TNFa-INH, welcher die DNA-Sequenz kodiert, zu unterstitzen oder die Sekrction, Reifung oder Reinigung des
TNFa-INH von dem Wirt zu fordern; das verschmolzene (integricrie) Polypeptid kann intra- oder extra-cellular
durch bekannte Techniken entfernt werden oder der TNFa-INH kann zusammen mit dem integrierten Polypep-
tid verwendet werden. :

Die TNFa-Inhibitoren, die durch Ziichien der eukaryotischen und prekaryotischen Wirte, transformiert mit
DNA-Sequenzen, die TNFa-Inhibitoren kodieren, erzeugt werden, kénnen dana nach Reinigung in den pharma-
zeutischen Zusammensetzungen gemi0 der Erfindung verwendes werden.

Es sei erwahnt, daB, falls der TNFa-Inhibitor gemiB der Erfindung durch tierische Zellen erzeugt wurde,
dieser ein Glycoprotein ist. Prokaryotische Expressionssysteme werden jedoch das Protein in unglykolisiertem
Zustand erzeugen. AuBerdem kann das glykolisierte Protein durch bekarnte Techniken im wesentlichen enigly-
kolisiert werden, beispielsweise durch Verwendung von Endoglykosidase-Enzymen.

Die folgenden nicht-beschrinkenden Beispiele erliutern die Erfindung. Alle Temperaturen sind in °C und alle
Prozentkonzentrationen in Gew.-/Vol. angegeben.

- TNFa-Hemmutest

Der Prozentsatz an TNFa-INH-Aktivitat in denin den Beispielen beschriebenen Fraktionen wurde bestimmt,
indem angenommen wurde, dad die Werte fir die optische Dichte (OD) von Murin L929-Zellen, die durch
Actinomycin D (acti D) stimuliert wurden, einer 100%igen Inhibierung bzw. Hemmung entsprechen, wihrend
das OD aus Zellen, die mit Actinomycin D und TNFa gezdchtet wurden, einer maximalen Zellmortalitat von 0%
TNFa-inhibierung entsprach. Die in dem Versuch verwendete TNFa war rekombirante menschliche TNFa
(thTNFa} erzeugt in E. coli, wie von A. Marmenout et. al, "Molecular cloning and expression of human tumour
necrosis factor and comparison with mouse tumour necrosis factor”, Eur. |. Biochem, 152, Seite 515 (1985)

beschrieben. Demnach wurde der Prozentsatz an TNFa-Inhibierung in dem Cytotoxizitdtstest gemiB der
Formel (I) berechnet:

Prozentsatz an TNFa-INH-Aktivitit «

100 x (OD mit acti D + thTNFa + TNFg-INH - (OD mit acti D + thTNFa) X
(OD mit acti D) - (Od mit acti D + thINFa M .

. ]

Beispiel 1 T

Reinigung von Urin-TNFa-INH

a) Konzentration von Protein aus menschlichem Urin
Menschlicher Urin (15 Liter) wurde frisch erhalten aus einem Pool von 5 Patienten vor irgendeiner Behand-
lung. Zwei der Patienten litten an kleinzelligem Carcinom, einer an maligner Histocytose, einer an Polymyocitis
und einer an Sepsis. Alle waren hoch fiebernd (> 38,5°C) und waren frei von Harnweginfekten. Der Urin wurde

bei 4° auf einem Amicon Ultrafiltrationshohlfaserapparat konzentriert, mit einem Abschneiden (Abspaltung)
der MolekiligréBe von etwa 5 kDa.

b) Fallut;g des Proteins aus menschlichem Urin

Die Ansammiung von konzentriertem Urin wurde mit festem Ammoniumsulfat gesattige, indem das Sulfat
langsam unter gleichmaBigem Rihren bei 4° zugesetzt wurde, bis eine Ammoniumsuifatkonzentration von 40%
erreicht war. Der Niederschlag wurde durch Zentrifugieren entfernt, verworfen, und der Oberstand wurde durch
Zugabe von weiterem Ammoniumsulfat auf 80%ige Sattigung eingestelle Durch Zentrifugieren wurde ein Pellet
erhaiten, das in 150 ml 20 mM Natriumphosphat (pH 7.2) und 150 mM Natriumchlorid wieder suspendiert
wurde. Das Ammoniumsulfat wurde durch Dialyse bei 4° unter Verwendung von 10 mM Tris-HCLpH 74,2 mM
EDTA und 5 mM Benzamidin-HCl entfernt.

¢) ldentifizierung von TNFa-INH-Aktivitit

Die halb-gereinigte Fraktion von Beispiel 1(b) wurde in einem Cytotoxizitatstest mit der TNF-empfindlichen
Zellinie L929 in Anwesenheit von Actinomycin D getestet. Bei ciner Verddnnung von 1 : 20 der halb-gereinigten
Fraktion wurde totale Hemmung des cytotoxischen Eifekts, induziert durch rhTNFa. beobachtet, so da8 der
ODs70nm-Wert identisch war mit demjenigen, der in Anwesenheit von Actinomycin D allein (ODsr0am = 1.5)
gemessen wurde.

Weiterhin wurde die inhibitorische Aktivitit (Hemmkonzentration) in Verdiinnungen der Fraktion bis zu
1:160 an Zellen (ODs79nm = 0.83) beobachtet, wihrend der Kontrollwert von thTNFu« bei einer Endkonzentra-
tion von 0.2 ng/mi, gemessen in Anwesenheit von Actinomycin D, niedriger war (ODs70nm = 0.73). so da8 50%
Hemmung beobachtet wurde, bei einer Verdinnung von etwa 1 : 100 (ODssonm = 1,10). Der TNFa-INH hatte
keine Wirkung auf die Zellenlebensfihizkeit, wenn ohne Actinomycin D getestet wurde.
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d) Vergleich der Wirkung von TNFa-IMH auf TNFa- und -F-induzierte Cytotoxizitit

Ein Cytotoxizitdtstest wurde durchgefiihrt unter Verwendung der TNF-empfindlichen Zellinie L929 in Anwe-
senheit von Actinomycin D, unter Verwendung eines Konzentrationsbereichs von TNFa oder TNFS, um den
cytotoxischen Effekt zu induzieren. Die halb-gereinigte Fraktion von Beispiel 1(b) wurde bei Verdiinnungen von
1:20,1:50 und 1 : B0 getestet. Die Kontrolltests wurden in Abwesenheit von TNFa- oder TNFBCytokine und
in Abwesenheitdes Inhibitors durchgefiihrt. Die Ergebnisse sind unten in der Tabelle 1 gezeigt und veranschauli-
chen, dal der erfindungsgemiBe Inhibitor einigen inhibitorischen Effekt (Hemmwirkung) auf die INF#vermit-

telte Cytotoxizitdt im Bereich von etwa 50% bis hinunter zu 2% der TNFa-Hemmung mit steigender TNFS-
Konzentration hat.

Tabelle !
Endkonzentration von Formvon Endverdinnung von Sephacryl
TNF (@oder §j{pg/mi) Cyioking, 5-200-inhibierungsirakiion
zugesetzt zu Actinomycin-D- zugesetzt zu auf L929-Zellen (ODs70 am)
behandelten L929-Zellen den Zellen ‘keine 1/20 1/50 1/80
0 0. > 1,90 >1,.90 >190 >1,90
10 a ND ND ND " ND
B 1,16 1,66 146 139
20 a 1,30 >190 1,72 1,68
B 1,02 , 1,51 1,21 1,22
50 a 1,02 >1,90 1,72 1,68
B 0,65 1,03 0,84 0.68
100 a 073 1,78 1,69 1,51
B 037 0,71 0,59 052 »
250 a 038 1,70 1,70 133°
B 024 . 044 031 0,24
500 a 0,30 1,52 1,49 111
B 0,17 0,30 0.26 0,18
1250 a 0.19 1,09 1,10 0,76
B 011 0,13 0,19 013
2500 a 0,06 1,03 0.80 047
B ND ND ND ND
Beispiel 2

Gelliltration von Urin-TN l-;a-lNH

Der haibgereinigte TNFa-INH gemiB Beispiel 1(b) wurde durch Gelfiltrationschromatographie bei 4° auf
einer Sephacryl S-200-S3ule (09 x 60 cm) (Pharmacia, Uppsala, Schweden), die in 50 mM Tris-HCl-Puffer
(pH 7.4), enthaltend 100 mM Natriumchlorid, dquilibriert worden war, gereinigt. Eine Probe der Proteinfraktion
(20 mg, 08 ml) wurde auf die Siule gegeben und mit dem gleichen Puffer bei einer FlieBgeschwindigkeit von
5.4 mUh eluiert. Fraktionen (1,35 mi) wurden gesammelt und auf TNFa-INH-Aktivitit getestet. Die TNFa-INH-
Aktivitat eluierte aus dem Gel in einem einzigen Peak. Die inhibitorische Aktivitdt zeigte ein scheinbares
Molekulargewicht von 40 bis 60 kDa (vergl. Fig. 1).

Beispiel 3
Chromatofokussierung von Urin-TNFa-INH

Der halbgereinigte TNFa-INH des Beispiels 1(b) wurde bei 4° auf einer Mono-P vorgepackten Saule (HR
5/20), 5 x 200 mm) (Pharmacia, Uppsala, Schweden), die in 25 mM Bis-Tris-Puffer, eingestellt auf pH 7.1 mit
Imidodiessigsdure (Fluka, Buchs, Schweiz), 4quilibriert war, chromatographisch fokussiert. Eine Probe der
Proteinfraktion v n Beispiel 1(b) (30 mg) wurde auf die Siule gebracht und mit einem Polypuffer 74/Iminodies-
sigsdure bei pH 4,0 eluiert. Siulenfraktionen (1 mi) wurden bei einer Verdiinnung von 1 : 10 auf ihre Wirkung im
rhTNFa(02 ng/ml)-Cytot xizitatstest in Anwesenheit von Actinomycin D (1 pg/ml) getestet. Das tatsachliche
pH jeder Saulenfrakti n wurde mit einem pH-Meter bestimmt, wobei die Hauptmasse der TN‘Fa-.lNH-Akuvnal
in den eluierten Fraktionen zwischen pH 5,5 und 6,1 (vergl. Fig. 2) enthalten war. Dies ist ein Aquivalent zu dem
pldes TNFa-INH-Proteins. ) -




Beispiel 4
fonenaustauschchromatographie voa Urin-TNFa-INH

Der halbgereinigte TNFa-INH von Beispiel 1(b) wurde durch Anionea-Austauschchromatographie bei 4° auf
einer DEAE-Sephadexsdule (26 x 20cm) (Pharmacia, Uppsala, Schweden), die in 10 mM Tris-HCl-Puffer
pH 80, enthaltend 2 mM EDTA, dquilibriert war, gereinigt. Gebunderes Material wurde aus der Sdule mit dem
Aquilibrierungspu"et. enthaltend 08 M Natriumchlorid, eluiert. Fraktionen (8,0 ml) wurden gesammelt, auf
TNFa-INH-Aktivitdt getestet und die inhibitorischen Fraktionen wurden vereinigt {160 mi) und gegen 10 mM
Natriumacetat-Puffer pH 5.0 (4 x 21)dialysiert.

Der TNFa-INH wurde weiter durch Kationen-Austauschchromatographie bei 4° an einer Sulfopropyl-Se-
phadexsdule (0.8 x 15 cm)(Pharmacia, Uppsala, Schweden), dquilibriert in 10 mM Natriumacetat-Puifer pH 50,
gereinigt. Gebundenes Material wurde aus der Siule mit dem 0,5 M Natriumchlorid enthaltenden Aquilibrie-
rungspuffer eluiert. Fraktionen (7.5-ml) wurden gesammelt, auf TNFa-INH- Aktivitdt getestet und die inhibitori-

schen Fraktionen wurden vereinigt und auf das 20fache auf einem Amicon-Ultraliltrationsapparat mit einem.

MolekilgroBenabschnitt von ctwa 10 kDa eingeengt.
Beispiel 5
Gelfiltration von Urin-TNFa-INH

Das TNFa-IHN-Konzentrat von Beispiel 4 wurde durch Gelfiltrationschromatographie bei 4° auf einer
Sephacryl-S-200 Siule (26 x 100cm) (Pharmacia, Uppsala, Schweden), iquilibriert mit 50mM Tris-HCI
pH 7.4-Puffer, enthaltend 100 mM Natriumchlorid, gereinigt. Eine Probe der Proteinfraktion aus Beispiel 4
(200 mg) wurde auf die Saule aufgebracht und mit dem Aquilibrierungspuifer bei einer FlieBgeschwindigkeit von
27 ml/h eluiert. Fraktionen (9.0 mi) wurden gesammelt, auf TN Fa-INH-Aktivitdt getestet und die inhibitorischen
Fraktionen wurde vereinigt. Die Siule wurde mit Dextranblau (DB), 2000 KDa; Rinderserumalbumin (BSA),

67 kDa; Ovalbumin (OA) 43 kDa; a-Chymotrypsinogen-A (aCT), 25 kDa; und Ribonclease A (RNase), 13,5 kDa
kalibriert, wie in Fig. 4 gezeigt.

Beispiel 6
Affinititschromatographie von Urin-TNFa-INH

Eine TNFa-Affinititssiule wurde hergestellt, indem rekombinante, menschliche TNFa (1.0 mg) auf Mini
Leak-Agarose (Kem En Tec, Biotechnology Corp., Dinemark)in 08 MKaliumphosphat-Pulfer pH 8,6 gekuppelt
wurde. Die verbleibenden, aktiven Gruppen wurden durch Bebritung in 0,1 M Ethanolamin-HC!l-Puffer pH 8,5
blockiert. Das Ge! wurde mit 50 mM Tris-HC] pH 7,4-Puffer, enthaltend 100 mM Natriumchlorid, gewaschen
(3 x 50 mi). Eine Probe der TNFa-INH-Fraktionen aus Beispiel 5 (15 mi) wurde auf die Siule aufgebracht und
mit 0,2 M Glycin-HCl pH 3,5-Pulfer eluiert. Fraktionen (1.0 ml) wurden gesammelt, sofort durch Zugabe von | M
Tris (5 bis 40 ul) auf pH 7.0 eingestelitund auf TN Fa-INH-Aktivitdt getestet. ’

Beispiel 7
Umkehrphasen-FPLC-Chromatographie von Urin-TNFa-INH

Die TNFa-INH-Fraktionen aus Beispiel 6 wurden lyophilisiert, in 0.1% Trifluoressigsdure (2.0 mi) gelést und
auf ProRPC-Umkehrphasen-FPLC-Saule (5 x 20 cm) (Pharmacia, Uppsala, Schweden), dquilibriert in 0,1%
Trifluoressigsaure, aufgebracht. Gebundenes Material wurde mit einem 0 bis 100% Acetonitril-Gradienten in
0.1% Trifluoressigsdure bei einer FlieBgeschwindigkeit von 03 mi/min eluiert. Zu jeder Fraktion (0,75 mi) wurde
0.5 M Ammoniumbicarbonat (10 ul) zugesetzt und das eluierte Material wurde lyophilisiert.

Die Umkehrphasen-FPLC-Chromatographie ergab einen groBeren Peak entsprechend der TNFu-INH-Akti-
vitat. Die lyophilisierten Fraktionen, welche diese Akivitat enthielten, wurden in 10 mM Tris-HCl pH 7.4-Puffer,
enthaltend 2 mM EDTA, geldst und mittels Natriumdodecylsulfat- Polyacrylamid-Gel-Elektrophorese (SDS PA-
GE) analysiert, wobei die von U. Laemmli et. al, Nature, 277, S. 680 (1970), beschriebene Methode angewandt
wurde. Es wurde gefunden, daB der TNFa-INH mit einem Molekulargewicht von 33 kDa eluiert (vergl. Fig. 4)
wurde. Proben, welche unter nicht-reduzierenden Bedingungen liefen, wurden auf TN Fa-INH-Aktivitit bei
einer Verdinnung von 1:10 auf L929-Zellen in Anwesenheit von 0,15 mg/ml rhTNFa getestet. Die gegen
rhTNFa gerichtete Aktivitit wanderte mit einem scheinbaren Molekulargewicht, das mit der 33-kDa-Bande auf
dem Gel, gelaufen unter reduzierenden Bedingungen, identisch war.

Beispiel 8
Protein-Sequenzierung von Urin-TNFa-INH
Die aus der Umkehrphasen-FPLC-Chromatographie isolierte TN Fa-INH-Fraktion wurde im Vakuum einge-

engt und auf cin hergerichtetes Sequenzierfilter getiipfelt. Das Protein wurde mit einem Applied Biosystems
Model 477A-Protein-Sequenzer analysiert. Fraktionen von den sequenzierenden Zyklen wurden zur Trockene
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eingedampft und in N,N-Diisopropylethylaminacetat und Acetonitril vor der Injektion in eine HPLC-Siule fir
Restidentifizierung wiedersuspendicrt.

Die ersten 17 Aminosiurereste des N-terminalen Endes wurden identifiziert und haben die Sequenz:
Asp-Ser-Val-Cys-Pro-Cln-Gly-Lys-Tyr-lle-His-Pro-Gln-Cys-Asn-Ser-lle.
Es wird weiterhin angenommen, da8 die nichsten drei Aminosduren eine Glykosylierungsstelle darstellen und

dal die Sequenz. somit sich mit Asn-Ser-Thr-Lys fortsetzt. Diese Sequenz ist nicht deutlich homogen zu
irgendeiner Proteinsequenz, die in der NBRF-Proteinsequenzdatenbasis (November 1988) enthalten ist.

Beispiel 9
Veranschaulichung, daB TNFa-INH ein Protein ist
(a) Zeit- und Temperaturabhingigikeit

Der Sephacryl S-200-gereinigte TNFa-INH gemi8 Beispiel 2, erhalten durch Vereinigen der Réhrchen mit
den aktiven Fraktionen, wurde auf 56°. 75° und 95° erhitzt. Die TNFa-INH-Aktivitat wurde nach 10, 20 und
60 min gemessen und durch Vergleich mit unbehandelten Proben wurde der Prozentsatz an TNFa-INH-Aktivi-
tdt gemiB Formel (I) errechnet. Die in der folgenden Tabelle 2 angegebenen Ergebnisse zeigen, daB die

TNFa-INH-Aktivitdt in zeit- und temperaturabhingiger Weise sinkt. '

Hitzeinaktivierung

Temperatur Zeit Prozent TNFu-INH-.
(°C) (min) Aktivitdt
10 100
56 20 100 . .
- 60 93 :
10 60
75 20 26
60 15
10 27
- 95 20 10
60 13

(b) Empfindlichkeit fir Trypsinverdauung (digestiver Abbau)

Trypsin (500 ug) (Sigma, St. Louis, Mo.)in 0,2 M Tris-HCl-Puffer (pH 8,0), enthaltend 1 mM Calciumchlorid,
wurde zu den vereinigten Fraktionen des Sephacryl S-200-gereinigten Urin-TNFa-INH von Beispiel 2 gegeben
und 4 h bei 37°C bebritet. Ein anderer Anteil von Trypsin (500 ug) wurde zugesetzt und die Verdauung weitere
20 h fortgesetzt, bei welcher Zeit die Reaktion durch Zugabe von Sojabohnentrypsin-Inhibitor (2 mg) (Sigma, St.
Louis, Mo.) beendet wurde. Der Prozentsatz der TNFa-INH-inhibitorischen Aktivitat des Trypsinauszugs und
der Kontrollprobe wurde bestimmt bei einer Endverdiinnung von 1 : 20 des Pools der vereinigten Fraktionen auf
L929-Zellen, stimuliert durch thTNFa in Anwesenheit von Actinomycin D gem48 Formel (I). Die Ergebnisse
sind in der folgenden Tabelle 3 aufgefihrt.

Trypsin-Inaktivierung

Bedingungen Prozent an TNFa-INH- OD570 nm
: Aktivitat

Puffer allein : 0 071

Trypsin + Sojabohnen-Trypsininhibitor in Puffer 0 070

teilweise gereinigter Sephadex S-200-Urin 61 1,46

teilweise gereinigter Sephadex S-200-Urin, 23 1,03

verdaut mit Trypsin

(c) Behandlung mit Harnstoff

Der mit Sephacryl S-200 gereinigte TNFa-INH von Beispiel 2 wurde zu2 M Harnstoff gegeben und ausgiebig
bei 4’ gegen Phosphat-gepuiferte Salzldsung (PBS), enthaltend 2 M Harnstoff, dialysiert. Die Dialyse gegen PBS

wurde vor der Biobestimmung wicderholt. Es wurde gefunden, daB die TNFa-INH-Aktivitat nicht angegriffen = -

war, was anzeigt, daB die inhibitorische Aktivitit durch ein Molekiil mit niedrigem Molekulargewicht, gebunden

10
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an ein Protein, nicht vermittelt wurde,
Beispiel 10
Yeranschaulichung von konkurrierender (kompetitiver) Hemmung

Der Sephacryl S-200-gereinigte TNFa-INH von Beispicl 2 wurde bei einer Verdiinnung von 1:10 gegen
steigende Mengen von rhTNFa auf L929-Zellen getestet. Eine umgekehrte Wechselbeziehung zwischen der
Menge an vorhandenem rhTNFa in dem Test und dem Grad der Hemmung wurde beobachtet (siehe Fig. 3)
Demnach wird die Hemm-Aktivitat kompetitiv durch steigende Konzentrationen an rhTNFa iiberwunden.

Beispiel 11
Hemmung der TNFa-vermittelten PGE;-Produktion durch dermale Fibroblasten

Menschliche dermale Fibroblasten wurden bei einer Konzentration von 2,0 x 10* Zeilen/Vertiefung einge-
bracht und 48 h gezichtet. Dic Zellen wurden dann mit DMEM-Pulfer, erginzt mit 10% FCS als Kontrolle,
stimuliert. Zeilen wurden auch mit thTNFa bei Konzentrationen im Bereich von 0,5 bis 5 mg/ml stimuliert, und
der Effekt des TNFa-INH aus Beispiel 5 wurde bei drei Verdinnungen (1 : 20, 1 : 50 und 1 : 80) in dem obigen
Puffer beobachtet. Nach 72stindiger Bebritung wurde die PGE,;-Produktion im Uberstehenden durch Radioim-

munoassay unter Verwendung eines PGE-Antiserums [siehe J. M. Dayer et. al, . Clin. Invest, 67, S. 1385 (1979)]
gemessen,

Die Ergebnisse sind in der folgenden Tabelle 4 gezeigt und veranschaulichen, da8 die Fihigkeit von rhTNFa, A

die PGE;-Produktion durch dermale Fibroblasten zu stimulieren, durch die Zugabe von TNFa-INH bei allen
drei Verddnnungen gehemmt war. Bei einer VerdOnnung von 1 :80 von TNFa-INH war die inhibitorisch
Aktivitat teilweise durch steigende rthTNFa-Konzentrationen Gberwunden. :

Konzentrationen von thTNF PGE;-Produktion durch menschl. dermale Fibroblasten (ng/ml)
auf menschl Fibroblasten Verdinnung von TNF-INH auf Fibroblasten .
(pg/ml) keine ~1:80 1:50 1:20
o 506+74 88856 103,0+89 111,0£94
500 1600+ 14,1 1260£93 1159+66 1139%7,1

" 2000 33171284 2172£107 . 156,7 +107 1153213
5000 381,7+£196 2572137 253,1£212 - 2216+16,0

Drei verschiedene Versuche wurden mii dem gleichen Stamm von Fibroblasten durchgefiihrt. Puffer oder
TNFa-INH wurde bei verschiedenen Verdiinnungen in Anwesenheit oder Abwesenheit von verschiedenen
Konzentrationen an thTNFa inkubiert. Die PG E;- Produktion durch geziichtete, menschliche, dermale Fibrobla-

sten wurde nach 3 Tagen gemessen. Die Werte stellen die dreifachen Mittel der drei Kulturen £ SEM (N = 3)
dar.

Beispiel 12

rhTNFa-Bindungshecmmutest

Rekombinante, menschliche TNFa wurde unter Verwendung der Jodogen-Methode von Fraker und Speck jr..

Biochem. Biophys. Res. Comm, 80, S.849 (1978), jodiert. Die spezifische Aktivitit von ['#]}INFa war
22 x 10 cpm/ng und erzeugte eine ¢inzige Bande mit einem Mulekulargewicht von 17 kDa, wenn durch SDS
PAGE analysiert wurde. Die menschliche Makrophagen-Zcllinie U937 in aliquoten Anteilen von 10® Zeilen
wurde 2 h bei 4° in einem Kulturmedium (200 ul), umfassend RPMI 1640 (Gibco, Paisley, Schottland), erginzt mit
Streptomycin (100 ug/mi), Peniciilin (100 E/ml), 1,0% Glutamin und 10% foetalem Kalbsserum, und zusitzlich
enthaltend 0,04% Natriumazid und 0,5 ng ['3%]} TNFa, gezilchtet. Die Bindungshemmung wurde durch Zugabe
von verschiedenen VerdGnnungen an TNFa-INH (1 : 20,1 : 200 und 1 : 2000) durchgefilhrt.

Nicht-spezifische Bindung wurde in Anwesenheit eines 100fachen Oberschusses von nichimarkiertem
rhTNFa gemessen und die (reie Radioaktivitit wurde von dem gebundenen ['?3]}- TNFa durch Zentrifugieren
durch ein Olgemisch abgetrennt, wie von Robb ct. al, J. Exp. Mcd., 154, S. 1455 (1981), beschrieben. Zellgebunde-
nes['#]} TNFa wurde in einem Gamma-Zahler (LK B, Bromma, Schweden) gemessen und der Prozentsatz der
Bindungshemmung wurde nach der Formel (11) bestimmt.

Prozentder Bindungshemmung:

100 x 1 -| £8m mit TNFa-INH - cpm nicht-spezifische Bindung
cpm Gesamtibindung - cpm nicht-spezifische Bindung_ n
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Beispiet 13
Wirkung von TNFa-INH auf{'?. ]} TNFa-Bindung an U937-Zellen

U937-Zellen wurden 1 h bei 20° in dem Kulturmedium von Beispiel 12 in Anwesenheit v~n entweder
{('*3]}- TNFa allein oder ['#]}-TNFa mit 100fachem OberschuB an nichtmarkiertem rhTNFa vorgeziichtet. Die
U937-Zelleri wurden dann mit phosphatgepuiferter Salzldsung (3 x 50 mi) bei 4° gewaschen. Die in (')} TNFa
allein geztichteten Zellen wurden in vier Ansitze aufgeteilt und mit TNFa-INH aus Beispiel 5 (1:20,1:200 und
1 : 2000 VerdGnnungen) bzw. mit Puffer alles gezlchtet.

Es wurde gefunden, daB die spezifische Bindung von (‘¥J}TNFa an U937-Zellen bei 4° um 100%, 80% und

33% durch die drei Verdiinnungen von TNFa-INH, 1 : 20, 1 : 200 bzw. 1 : 2000, gehemmt wurde (vergl. Fig. 5).

Der Kontrollansatz, der kein TNFa-INH enthielt, zeigte keine Hemmaktivitat. Es wurde festgestellt, daB die
Bindungshemmung der beiden schwicheren Verddnnungen auf 90% bzw. 60% gesteigert wurde, wenn
('#*)}- TNFamit TNFa-INH bei Verdiinnungen von 1 : 200 bzw. 1 : 2600 vor der Zellzugabe vorinkubiert wurde.

Der Versuch wurde wiederholt unter Verwendung von vorinkubierten Zellen in Anwesenheir von[!5]L.TNFo
und einem 1007achen UberschuB an nicht-markiertem TN Fa,so daB der Prozentsatz der Bindungshemmung fir
nichtspezifische Bindung korrigic-t werden konnte,

Beispiel 14
Spaltung eines vorgeformten TNFa:U937-Komplexes

U937-Zellen wurden 1 h in Anwesenheit von ['5]} TNFa, wie in Beispiel 12 beschrieben, vorgeziichtet. Die
Zellen wurden gewaschen und entweder bei 4° oder 37° in Anwesenheit oder Abwesenheit von TNFa-INH aus
Beispiel 5 bebritet. Es wurde festgestellt, da8 Zelloberflachengebundenes ['#5]} TNFa in Anwesenheit von
TNFa-INH rascher spaltet als in dessen Abwesenheit, und es wurde weiterhin festgestellt, daB dies in einer Zeit-
und Temperatur-abhingigen Weise (siche Fig. 6) erfolgt.

Beispiel 15 ‘
Darstellung, daB TNFa-INH kein Proteolytikum fir he TNFaist ;

('#]}-TNFa wurde 1 h bei 20° in Anwesenheit von drei verschiedenen Verdinnungen von TNFa-INH (1 : 20,
1:200 und 1 : 2000) und in Anwesenheit von Puffer allein bebritet. Bej Analyse durch SDS PAGE und Autora-
diographie wurde festgestellt, daB (*#3J} TNFa als einzige Bande sowoh! in Abwesenheit als auch in Anwesenheit

von TNFa-INH wandert, was anzeigt, daB der Inhibitor keine proteolytische Wirkung hat.
 Beispiel 16
Wirkung von TNFa-INH auf die IL-t -Rezeptor-Bindungsaktivitat _
Die Aktivitdit von TNFa-INH aus Beispiel 5 wurde in dem IL-1/LAF (Lymphozyten-aktivierender Fak-
tor)-Versuch getestet, wenn durch [L-1a oder IL-18induziert wurde [dieser Versuch ist von P. Seckinger et. al., J.

Immunol, 139, S. 1541 (1987) far ein IL-t-Inhibitorprotein beschrieben] Eine Dosis-Reaktion von [*H]-Thymi-
din-Einverleibung (entsprechend der Thymozyten-Vermehrung) wurde in bis zu 200 pg/ml-Konzentrationen

~ sowohl von IL-1a als auch IL-18beobachtet. Zugabe von TNFa-INH bei Konzentrationen, von denen beobach-

tet wurde, daB sie thTNFa hemmen, hatten keinerlei signifikante Wirkung auf die IL-1-induzierte Thymozyten-
Vermehrung, was arzeigt, daB die Hemmung nur fir TNFa spezifisch ist.

Die erhaitenen Ergebnisse sind urter Bezugsnahme auf die beigefigten Zeichnungen folgendermalen erliu-
tert: Fig, 1 zeigt das Urin-TNFa-INH-Aktivitatsprofil der Sephacryl S-200-Gelfiltration. Sdulenfraktionen (1 ml)
wurden bei einer Verddnnung von 1:10 auf die Wirkung in dem rhTNFa(1,0 ng/ml)-Cytotoxizititstest in
Anwesenheit von Actinomycin D (1,0 ug/ml) getestet (0— o). Die Kurve (—) bedeutet OD 80 nm der Fraktio-
nen. Die Balken bedeuten die Zellyse, gemessen durch Farbstoffaufnahme als Reaktion zu Actinomycin D ()
und zu Actinomycin D plus hrTNFa (5 ) ohne Urin. Die Molekulargewichtsmarker sind Dextranblau (DB),
Rinderserumalbumin (BSA), Ovalbumin (OA), a-Chymotrypsinogen (@CT), Ribonuclease A (RNase) und Phenol-
rot (®-red). i

Fig. 2 zeigt das Urin-TNFa-INH-Aktivitatsprofil der Chromatofokussierung auf einer Mono-P-Siule. S‘auleq-
fraktionen (1 ml) wurden bei einer Verddnnung von 1 : 10 auf die Wirkung in dem rhTNFa{0.2 ng/ml)-Cytotoxi-
zitdtstest in Anwesenheit von Actinomycin D (1.0 ug/mi) getestet (0 — o). Die Linie { —) bedeutet OD280 om
der Fraktionen und (-----) bedeutet ihr pH. Die Balken sind wie in Fig. 1 beschrieben.

Fig. 3 zeigt die Umkehrbarkeit der TNFa-INH-Aktivitit Die leeren Kreise (0 — o) bedeuten ODs70 nm-

. gemessen in Anwesenheit von Actin mycin D, rhTNFa mit TNFa-INH; ausgefillte Kreise( —— ) bedeuten

ODs70 nm' gemessen in Anwesenheit von Actinomycin und nur thTNFa, und der Balken( ) bedeutet ODs;0am
inGegenwart von Actin mycin D(1.0 ug/ml) allein, o
Fig. < zeigt das Elutionsprofil der Sephacryl S-200-Gelfiltration mit gereinigtem TNFa-INH aus Beispicl 5.
Sdulenfraktionen (9 ml) wurden sterilisiert und bei einer Verdiinnung von 1 : 50 gegen thTNFa (1.0 mg/mi) in
Anwesenheit von Actinomycin D (1,0 pg/mi}, in Anwesenheit von Actinomycin D (1.0 pg/ml) in dem L929-Cyto-
toxizitatstest getestet (0 — o). Die Linie (— ) bedeutet OD2g9 am der Fraktionen. Die Balken sind wie in Fig. 1
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definiert. .

Fig. 5 zeigt die SDS PAGE-Analyse von gereinigtem TNFa-INH von Beispiel 7.SDS PAGE wurde wie von U,
Laemmli et. al. Nature, 277, loc. cit, beschrieben, durchgefiihrt. Die Proben wurden auf 15% Polyacrylamid-Gel
mit einem 3% Packungsgel geladen, und die Gele wurden mit Silber angefirbt, wie von C. Merril et. al, Proc.
Natl. Acad. Sci. USA, 76, S. 4335(1979) beschrieben. Probeldufe unter nicht-reduzierenden Bedingungen wurden
auf biologische Aktivitdt getestet, indem 2 mm-Scheiben von dem Gel abgeschnitten und die Proteine durch
Bebriitung iber Nacht in 10 mM Tris-HC] pH 7.4, enthaltend 2mM EDTA (Gesamtvolumen 200 ul), eluiert
wurden. Die Fraktionen wurden bei einer VerdQinnung von 1 : 10 auf L929-Zellen in Anwesenheit von rhTNFa
(0.15 ng/ml) getestet. ‘

Fig. 6 zeigt die Wirkung von TNFa-INH auf ['?*]]- TNFa-Bindung an U937-Zellen. TNFa-INH wurde bei drei
verschiedenen Verdiinnungen in Anwesenheit von ['#J}TNFa mit der U937-Zellenlinie, wie in Beispiel 13
beschrieben, bebritet. Lecre Vierecke (O —— O) bedeuten Bebriitung in Anwesenheit von TNFa-INH und die
leeren Dreiecke (A — A) bedeuten die Kontroilprobe. Ausgefiilite Symbole bedeuten eine 30miniitige Vor-
Inkubation von TNFa-INH bei 20° mit ['?3]} TNFain dem Kulturmedium vor der Zellzugabe.

Fig. 7 zeigt die Spaltung eines vorgeformten TNFa : U937-Komplexes. U937-Zellen wurden mit ['23]}- TNFa
vor-inkubiert, gewaschen und mit TNFa-INH, wie in Beispiel 14 beschrieben, entweder bei 4° (O — 0O) oder
37° (@ —— W) bebriitet. Beider angegebenen Zeit wurde die mit der Zelle verbundene Radioaktivitdt gemessen
und der Prozentsatz der spezifischen Bindung bestimmt. Auf dem Diagramm wurde der von der Kontrolle
erhaltene Wert ohne den Inhibitor abgezogen von den Werten, die bei den zwei Temperaturen erhalten wurden,
so daB 100% dem Wert entsprechen, der ohne Zugabe von TNFa-INH erhalten wurde,

Patentanspriche

1. Ein Protein, das Tumor Necrose Faktor (TNF)a-vermittelte Aktivitit inhibiert (hemmt), jedoch andere

Proteine, welche mit TNF gewisse, jedoch nicht alle biologischen Aktivititen von TNF gemeinsam haben,
nicht blockiert,

2. Protein, das Tumor Necrose Faktora-vermittelte Aktivitat selektiv hemmt und ein oder mehrere der
folgenden Charakteristika hat:
(a) Ein Molekulargewicht im Bereich von 40 bis 60 kDa, bestimmt durch Molekularsiebchromatogra-
phie;
(b) einen isoelektrischen Punkt (pl) im Bereich von 5,5 bis 6,1, bestimmt durch Chromatofokussierung;

(c) Hemmung des Standard-TNF-Tests der Differentialcytotoxizitat fir Murin L929-Zellen, die mit

Actinomycin D behandelt sind; -

(d) Hemmung von TNF-induzierter PGE;-Freisetzung aus menschlichen Fibroblasten und Synovialzel-
len; .
(e) der Inhibitor stdrt bzw. iberlagert sich mit der Bindung von TNFa an U937-Zellen (eine monocyti-
sche Tumorzellinie), wie durch Inhibierung der Bindung von radicaktivmarkierter TNFa (*#I-TNFa)
ersichtlich wird.
(f) die Spaltung eines vorgebildeten TNFa : U937-Zellkomplexes wird durch den Inhibitor in tempera-
turabhingiger Weise geférdert; '
(g) der Inhibitor ba:n TNF durch proteolytische Spaltung nicht ab;
(h) der {nhibitor hemmt nicht IL-1-Rezeptor-bindende Aktivitdt, z. B. diz Bindung ven radioaktiv markier-
tem [L-1(*31-IL-1a)an die Murin Thymoma-Subzellinie EL4 —6.1. '
3. Protein, das szlektiv Tumor Necrose Faktora-vermittelte Aktivitat inhibiert (hemmt) und ein oder
mehrere der folgenden Charakteristika hat: '
(a) Ein Molekulargewicht von etwa 33 kDa, bestimmt durch SDS-PAGE;
(b) einen isoelektrischen Punkt(pl)iin Bereich von 5.5 bis 6.1, bestimmt durch Chromatofokussierung;
(c) Inhibierung des Standard-TNF-Tests der Differential-Cytotoxizitit fir Murin L929.Zellen, die mit
Actinomycin D behandazlt sind; A
(d) Inhibierung von TNF-induzierter PGE,;-Feisetzung aus menschlichen Fibroblasten und Synovialzel-
len;
(e) der Inhibitor stdrt (berlagert) die Bindung von TNFa an U937-Zellen (eine monocytische Tumorli-
nie), wie durch Inhibierung der Bindung von radioaktiv markiertem TNFa ('#I-TNFa)ersichtlich;
(f) die Spaltung eines vorgeformten TNFa : U937-Zellkomplexes wird durch den Inhibitor in tempera-
turabhidngiger Weise gefdrdert hzw. hervorgerufen;
(g) der Inhibitor baut nicht TNF durch proteolytisce Spaltung ab; )
(h) der Inhibitor hemmt nicht {L-1-Rezeptor-bindende Aktivitat, z B. die Bindung von radioaktiv
. markiertem IL-1 ('*{-IL-1a)an die Murin Thymoma-Subzellinie EL4—6.1. o
4.Ein Pr tein gemaB einem der Anspriche 2 oder 3 mit den Eigenschaften (a) und (b), zusammen mit einer
oder mehreren der Eigenschaften (c) bis (h).
5. Protein gemaB einem der Anspriiche 2 oder 3 mit llen Eigenschaften (a) bis (h).
6. Protein gemi0 einem der Anspriche 1 bis 5, das einem natiirlich auftretenden TNFa-Inhibitor entspricht.

7. Protein gemiB einem der Ansprilche 1 bis 6, mit einer aminoterminalen Amirosiuresequenz folgender-
maBen:

Asp-Ser-Val-Cys-Pro-Gln-Gly-Lys-Tyr- lle-His-Pro-Gin-Cys-Asn-Ser-lle.

8. Protein gemiB Anspruch 7, mit einer aminoterminalen Aminosduresequenz folgendermaBen:
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Asp-Ser~V:2|-Cys- Pro-Gln-Gly-Lys-Tyr-lle-His- Pro-Gln-Cys-Asn-Ser-ile-Asn-Ser-Thr-Lys.

9. Protein gemi0 einem der Anspriche 1 bis 8, dadurch gekennzeichnet, da die Aminosiuresequenz eine

oder mehrere Deletionen, Substitutionen, Insertionen, fnversionen oder Additionen allelen Ursprungs oder

anderweitig enthilt, wobei die sich ergebende Sequenz mindestens 80% Homologie mit dem Stammprotein

hat und im wesentlichen die gleichen biciogischen Eigenschaften wie das Stammprotein behilt.

10. Protein gemaB Anspruch 9, mit wenigstens 90% Homologie mit dem Stammprotein.

11. Protein gem40 einem der Ansprilche 1 bis 10in einer im wesentlichen homogenen Form.

12. Protein gema0 einem der Anspriiche 1 bis 11, dadurch gekennzeichnet, daB es ein rekombinantes Protein

ist. '

13. Protein gemaB einem der Ansprilche 1 bis 12, dadurch gekennzeichnet, daB es ein glykosyliertes Protein

ist :

14. Protein gemiB einem der Ansprilche 1 bis 12, dadurch gekennzeichnet, daB es im wesentlichen in

unglykolisiertem Zustand ist ;

15, Eine exogene DNA, umfassend eine Nucleotidsequenz, welche ein Protein kodiert, wie in einem der

Anspriche 1 bis 11 definiert.

l‘:o.d Eine cDNA, umfassend eine Nucleotidsequenz, welche ein Protein gemaB einem der Anspriiche 1 bis 11
lert.

17. Rekombinanter Expressionsvector, umfassend DNA. gemaB einem der Anspriiche 15 oder 16.

18. Wirtszelle, transformiert mit einem Expressionsvektor gemaB Anspruch 17.

"19. Verfahren zur Herstellung eines TNFa-INH-Proteins, dadurch gekennzeichnet, daB eine Zeile gemiB

Anspruch 18 gezilchtet und das TNFa-INH- Protein isoliert wird.
20. Rekombinantes Protein, hergestellt nach der Methode von Anspruch 19,
21. Verfahren rur Harstellung zines TNTa-INH-Proteing, umfassend die folgenden Schritte:
(a) Konzentration des Urins von Fieberpatienten;
(b) Ammoniumsulfatfillung;
(c) Anionaustauschchromatographie;
(d) Kationenaustauschchromatographie;
(¢) Gelfiltration;
(f) Affinitdtschromatographie; und
(g) Umkehrphasen-FPLC.
22. Protein, dadurch gekennzeichnet, daB es im wesentlichen identisch ist mit dem Protein, das nach dem

"Verfahren von Anspruch 21 erhalten wurde.

23. Pharmazeutische Formulierung, umfassend einen TNFa-Inhibitor, wie in einem der Anspriiche 1 bis 14
oder Anspruch 22 definiert, oder ein pharmazeutisch annehmbares Derivat davon und einen pharmazeu-
tisch annehmbaren Trager dafir.

24, Protein gemaB einem der Ansprilche 1 bis 14 oder Anspruch 22 zur Vewendung in der Therapie.

25. Pharmazeutische Formulierung zur Verwendung bei der Erzeugung eines Arzneimittels zur Behandlugn
von Zustinden, die mit dberm3aBiger oder unregelmaBiger TNFa-Produktion einhergehen, dadurch gekenn-
zeichnet, daB diese Formulierung einen TNFa-Inhibitor, wie in einem der Anspriche 1 bis 14 oder Anspruch
22 definiert, oder ein pharmazeutisch annehmbares Derivat davon umfat. )
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Chemical Abstracts

hybridomas were wi
mrmﬁsd protein A chromatog. and chnncurimd.
‘The MAb- inhibited human lood-eoquhnon factor XII cosgulant

activity, as well as blocked the abili tion factor
XII! 10 cleave prekallikrein. The MA Aho blockad the ability of
cod—coagulation factor Xlla to cleave and activate blood-coagulation

flctor X1

113: 38752m Bispecific uubodhi with arms for type 1 ribo=
‘some-inactivating protein and for a target-cell surface nukn.
their preparstion, and their use in tumor immunotheraphy.
Glennie, Martin John PCT Int. Appl. WO 89 11,80 (Cl
A61K39/395), 14 Dec 1989, GB A FPpl. 88/13,527, 08 Jun 1988; 41
pp. The title antibodies (Ah) are F(ab'h Abs, e.4. a bispecific F(ab’

?g Ab. The st Fab' arm is specific for uronn or momardin, and
the 2nd Fab’ arm is specific for a tumor marker, e.g. a T—cell antigen
receptor, or for the envelope coat x in of human immunodeficiency
virus (HIV). Prepa. of the title Abs comprises (1) dissocg. a F(ab'ls

b Tagm: ulc for DOSCINSIDACUVE prowin into its
; c;mpon’e';;t‘ "Tqu a Flab'ys Agn(’rumm t specific
ot enll wku into its 2 com t Fab' arms, and (3)

for the pobent
linking an Fab' arm of (1) and an Fab’ arm of (2). Apopuhnonof
cells un bo depleted by sdministration of an effective amt. of such

Abs. rodn. of 2 monocional antibodies (MAbse) (DB7-12 and
DB‘I-lS) and polyclonal Abs against saporin is also described. Thus,
u dupecxﬁc F(ab'yhs Ab m eonntrucud in which one arm was from

use [gG. specific th IgM idiotype of LsC lymphoblastic

leukemn cells und the 2nd arm was from MAb DB7~18. SH-labeled
e incorporation into proteins was inhibited i m LaC cells grown

in medium -up&mcnud with a sub~tozie concn. cnd the

dispecific Ab 1Cw0 was close to 4 n(/nL. m bi Ab was

saporin molar ratio was ~3:1. Compcnd

most effective when the Ab

to the upnd clearance of saporin from ea pig plasma, the
clearance of the bispecific Ab was alow (half-life approx. 17 h). The
bnpeachblndnmmmnodmmmvdnudhuhmic

guinea

113 38?5.'33 Recombinant vectors for pnrubn of chimeric
antibodies in murine hybridomas. Neumaier, Michael PCT Int.
Appl. WO 90 00,616 ( CIMI/N). 251“ 1990, US Appl
216,674, 07 Jul 1988; SSY himeric antibodies ft om joining
murine um(en-lponl’ ic Ig vnublc renom to human const.
regions are useful for human nl:ﬁ!ﬂ and therapy. Recombinoma
vectors contain & transcriptio inactive Ig gene consis of
_ murine variable and human const.
These vectors rmde a gene for recombination to occur
at the natural of an sctive I gene of a murine hybridoma. The
end result is that chimeric monoclonal antibodies with human const.

ions and murine variable regions are made by the tranafected
hybridoma celis.

113. 38734p Monoelonll umbody to BS sntigea of human
omhroe Rinksberu Kokai Tokkyo Kobho JP 02

,3&:0 00.2”) (Cl. cmmaé%o). 06 Jan 1990, GB pl.

87/29 ) me buman cancer patients 0.30.5
t.unor an agglutina tigen (termed

umgen) on theu' m:.gnm \

erythrocytes. Regression of
correlated with a lower titar of BS. The BS5 antigen was identified
SDS-polyacrylamide gel elocu'ophomu a8 having mol wt. ~35
Monoclonal antibody s, Tau.ﬁe o BS
bybndomn method. 23 amino acid mduu m

113. 38753q Monoclonal uﬁbody to mysloma colh and its use
Takeuchi,

in histoimmunological oeis. Tamotsw; Kubonishi,

Ichiro; Myoahi, Isao (Eisai Co., Ltd.) Jpa. lohi Tokkn Kobho

JP 02 31,892 [90 31,692) (CL C12P21/N). 01 Feb 1990, Appl
182.574 21 Jul 1988; 7 S human myeloma
cell-immunized animals (mea)

hybridoma for the prodn. of a

binda to a ~47-kd protein in human m

sequences are descri

antibody was used in the detection of mysioma, adult T-cell
le;alk& ‘Icsl‘ympAh:‘?A. ete. by histaimmunostaining. bel
r bodh- to dikydropyridine receptor. Campbell,

Kevin Albert T. (Miles, Inc.) U.S.

Toshiaki;
US 4,912203 CL 530-387 CO7K15/00) rmmmo. Appl 1,788,
urine monoclonal an apnblo of
unmunoppu hbol dmpgndmo taml from the Ca
channel from dmtonm—tolu ilized skeletal muscle triads were
developed. The antibodies recognize a 170,000 dalton protein

subunit of the dib
113 ;8';570 Hl&‘dmm“ﬂhdhhm-ah )

lanitor and lnununouay

risdman, M (
PCT lnt. Appl. WO' 90 03.574 (Cl. GOIN33/53), 05 Apr
Rpl 246,842, 20 Sep 1988; 40 g.p Hybrid cell lines
ich ptoduce and secrete high affinit

specific for Bowman-Birk lnhlblwr (BBI) were devnloped High
affinity antibodies to BBI have one or more of the following
chntmmtm. (1) they are specific to the active form of BBI, i.e.,
{ react and bind with undenatured BBI, but do not bind with
which has been denatured but or disulfide exch.nge. 2
v.hcy do not react and bind with tz trypain inhibitor; (3) they
distinguish classical BBl from od:et BBI's, including lima bean
rotease inhibitor; and (4) they bmd l—prowne complex, og.,
Bl-chymotrypsin. using nal
uubeod::n n!:. dumly!fn BB‘ u“pouﬁ:any hl: phm..rmiml. or human

tissu or foods techniques oaffinil
binding of BBI are proposed. 4 or immuncalfinity

ybn omu)
monoclona! antibodies

Vol 113, 1990 Page 454

113: 38758t Ummnapluhwd interferons for tresting
bladder cancer. Fidler, lsaiah; Johnson, John; Nayar, Rajiv;
Killion, Jerald Jay (University of Texas System) Eur. at. ApplL
EP 331,635 (CL A61K45/02). 06 Sep 1989, US Appl 162,241, 2

Feb 1988, 20 p bladder cancer cells are sensitive to
hpooome—en }x ted c-mterfemn hybrids. Examples are given of
repn. o phospholipid liposomes and the encapsulation of

mle erons erem

113: 38759 Isoforms of trophoblastin, new interferons composed
of said isoforms, their manner of production, and applications.
Martal, Jacques; C ltny. Gilles; Gaye, Pierre; Pernollet, Jean
Claude; Charlier, Ma Guillomot, Michel; Huet, Jean Claude;
Reinaud, Pierrette; Hue. Dominique; et al. (institut National de la
Recherche Agronomique) PCT Int. Appl. WO 89 08,706 (CL
C12N15/00), 21 Sep 1989, FR Appl 88/3,591, 18 Mar 1988; 47
pp. lnofoém of uophg!:lutu):_ having );{-umuul amino md

uences: Cys~Tyr-Leu-Ser—~(X)-Arg-Leu-Met-Leu-Asp-

gﬁu-Am—hu—Lyt-hu-lm— Arg—Mct—Am—Atrlau-SorPro—-
Hu—Ser-Cyn-Leu-Gln—Anp—An—Lp—(Y):Pbo—Gly—hu—Pro—Gln—a
UIU“MC"VU'\LI-UI Mp-uu:-\w Y LY ASP-UID— AR DI T0
are isolated and f ed {rom mammal conceptus. The trophoblastins
belong to class il for interferon a and have antiviral, antiproliferative,
antitumor, immunomodulatory activities, etc. Cloning of the
isoforms, oligonucieotide probes contg. trophoblastin cDNA, s kit for
detecting em| visbility, and use of uofoma in human and
veterinary medicine and to protect embryos d transfer are
disclosed. Sheep embryos were cultured and trophoblastin isoforms
1-5 were purified from the culture fluid by HPLC on DEAE § PW.
Antiviral activity against vesicular stomatitis virus infection in bovine

MDBchhmoexloi 0.8 x 108, cndo.'lxw'l'U(buodon'

buman interferon) rotein for isoforms 1-3, resp.
antiserum to purified »d ahoep trophoblastin could detect 15 pg/xo%":f

llg 38760n hﬂﬂuﬂnn‘ nﬂuo!hn—n tumor
m factor o Jean Mic

Dayer, Satkmr
; pe Lucien (Gluo Gmg) ‘Lid) Ger. Offen. DE 3.!10.323 CL
cu 1/20), 19 Oct 1989, Appl. 88/‘7,803 31 Mar 1988; 19 pp.
Human tumor necrosis fi tor (TNFI) is purified and
characterized. TNF1 can md to mt diseases related to
overprodn or ted prodn. of tumor necroeis factor-a
(NH glg oprotein was purified rom -urine of fever patients b1
4%

tn., snion and cltlon exchan hromntog
filtration, lfpf?llty chromatog., and ‘unc 'ICO

forms were identified, with mol. wts. 40-60 And k) hloddtom. Botb
had a pI of 5.5-6.1; mhnbued TNF cytotozicity to L929 cells;
inhibited TNF-induced PGEa release by human fibroblasts and
synovial cells; and inhibited TNF binding to U937 cells. TNFI had
go Jrouolytxc activity. The N- amino acid sequence was

113: 38761p Method using y-interferon for month( thc
development or docreniu tbo extent of unhrrd
Ferreira Vigouroux, Art Nussenzweig, Victor (Now York
Univensity) U.S. US 4.!15.!41 (CL ¢24-85.5- ASIK“/W). 10 Apr
1990, Appl 940,510, 11 Dec 1986; 11 pp. A method for inhibiting
dcvelopment of or lmm Juuunl o mnlmll parasitemia in
mammals i vnded

m sporozoites comprises administration
mt.of-y-mmfem(l)nohmthmm

of a parasite:

endoﬂbepnpaung}renodo{ mammal or the dormant phase of
the parasite. A A hybridization probe useful for detn. of
sporozoite infectivity is also described. Thus, using s 2.2 hlobuo
repetitive P. berghei DNA probe to det. P. r;lm DNA in blood
sampies, the effect of serial dilns. of I was detd. in mice m)ectod 5h
later with sporozoites obtained from salivary glands of A phcla
ctcplmm ice injected once with the largest amt. of 1 no
develop detectable parasite DNA until approx. the t.h dl
infection. Treatment of rats with [ prior to injection lporozon

inhibited development of extrae forms of P.

Treatment with | also led to | considerable delay in the &

of parasites in the blood and increased the prepatent period over
control animals in P. vivaz sporozoite-challenged chimpanzees.

For papers of related interest see also Section:
1 34410a Effects of ofloxacin on cell~mediated immune response
and lymphokine production.
f Cyclohezimide-induced modulation of TNF-mediated
cytotozicity in sensitive and resistant ovarian tumor cells.
344313 Immunotoxins of Pseudomonas exotozin A (PE): effect
of linkage on conjugate yield, potency, selectivity and tozicity.
34436p Artifici memon of acute myeloid leukemia cells into
normal phenotype
34464w Nonsteroidal antiinflamma agents inhibit upregulation
of CD11b, CD1lc, and CD35 in neutrophils stimulated by formyl-=
methionine-leucine—, henylalanine.
4T A bupoaﬂ% antibody enhances the fibrinolytic potency of
single—chain urokinase.
34665a Suramin prevents bmdm( of interleukin 2 to its cell
surface receptor: a possible mechanism for immunosuppression.
2 34782y Radioimmunoassay of the anti-cancer agent 4-hydroxy®
androatenedione in body fluids.
34816n The enhancement of polyclonal T cell proliferation by
beta-endorphin.
34857b Characterization and manipulation of the endocrine
envnronu:;en;f during geststion in mice and effects on the immune
system of offspri
y‘ 48ly Thp nfe of the thymus in the enhancement of humorsl
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